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細 胞 の 微 細 構 造 レ ベル の X－線微小部分析は 主 に
組織 ・ 細 胞 内 の 元素， 特 に 金属 の 同 定 と 分布の研究
の た め に 生物学や 医学の分野で近年広 〈 用 い ら れ て
い る 1-5, 7 ） 。 し か し 従 来 の 超 薄切 片 を用い た X－線微
小部分析 では， 試料作製 中 に 生体 内 の 細 胞 ・ 組織に
存在す る 電解質 元素等がほ と ん ど 派失 し た り ， 移動
や吸着 し ， 生体内 での分布 と か け は な れ た も の と な
る 。 無 固 定， 無包埋で作製 し た 新鮮伸展標本 と 新鮮
凍結乾燥超薄切片 の 無染色 での電子顕微鏡観察の 後，
X－ 線微小部分析 を お こ な う と 電解 質元素等が良 く 保
存 き れ， 生体 内 の 分布に 近 い デー タ が得 ら れ る I 5, 7 ）。
こ れ ら の標本の作製法， 電子顕微鏡に よ る 像観察お
よ びX－線微小部分析， 特 に 定量的 X－線微小部分析法
に つ い て 説明 し ， いくつ か の応用例 を 紹 介す る 。
材料 と 方法
1 . 新鮮標本の作製
1 ） 新鮮伸展標本
コ ロ デ イ オ ン 膜 （ 2% isoamyl acetate 液 よ り 作製 ）
を はった グ リ ッ ド （ Cu ま た は Al ） 上に ヒ ト ， ラ ッ
ト ， マ ウ ス ， モ ルモ ッ ト と カ ニ ク イ ザルの新鮮 な 血
液 の 1 滴の塗抹 を 作製 し ， 空気乾燥 を し た 7 ' 10 ） 。
2 ） 新鮮凍結乾燥超薄切片
新鮮組織片 を 液体窒素 で冷却 し た フ レ オ ン に よ り 凍
結 し ， Sorvall MT2-B の 凍 結切 削 装 置 に て ダ イ ヤ
モ ン ドナ イ フ を 用 い て 超薄切片 ( 160nm ） を つく り ，
粘性処理 を し た グ リ ッ ド（ Ti, Al, Cu ） に真鋳棒先
端 で押 さ え つ け， カ、、ラス装置 を用 い て 乾燥窒素 ガ ス
流に よ り 凍結乾燥す る
8 ） 。 カ ニ ク イ ザル （ Macaca
irus ） の ひ 臓の wedge-biopsy を用 い た も の10） と 雨蛙
（同1la arborea jaρonica ） の背部皮膚 の新鮮凍結乾燥
超薄切片 を 作製 し た 11 ） 。
2 . 電子顕微鏡観察
1 ） 透過型電子顕微鏡
新鮮伸展標本 と 新鮮凍結乾燥超薄切片 は 蒸着 な し で
加速電圧200kV (200CX ） で， ま ず メ ッ シュ像 を 観察
し 試料の位置 と 状態 を チ ェ ッ ク し ， そ の後拡大 し て
観察 を 行 な う 。 さ ら に エ ネ ル ギ一分散型 (EDS ） 分
析 を 行 な う 加速電圧80kV で透過走査 （STEM ） 像 を
観察 し 微細構造の確認 を 行 な う 。 電子 ビ ー ム に よ る
試料の 損傷 を 出 来 る だ け 少 なく し ， さ ら に 観察 中 に
切片が移動 し た り 屈 曲 す る の を 避け る 目 的 でlOOOkV
電顕 に よ る 観察 を 行 なった。
2 ） 走査型電子顕微鏡
走査型 分析電子顕微鏡 （ X-650 ） の STEM の装置 を
用い， カ ー ボ ン ブ ロ ッ ク に よ り 改良 し た 試料 ホ ル ダ
ーに よ り ， 加速電圧40kV で STEM 像 を 観察 し ， 200
kV 電 顕 で 見 ら れ た 分 析 を 行 な う 部位の像 を 確認 し
EDS 分析 を 行 な う 。 初 め は 試料電流0 . 1 0 . 2nA で
観 察 し ， さ ら に 分析 を 行な う 2nA で微細構造 を 確
認 し た 。
3 .  EDS X － 線微小部分析
1 ) 200kV電顕 と EDS の組み合わせ
加速電圧80kVに て STEM 像 で， 位置 を 定め て EE­
DSII ( Ortec ） に よ り 100秒間分析 を 行 な い， Na, Mg, 
P, S, Cl, K, Ca, Fe, Zn の各元素の K a－ 線のエ ネ ル
ギ ー 置 の カ ウ ン ト 数 を 記録 し ， パ ッ ク グ ラ ウ ン ド除
去後 net の カ ウ ン ト 数 を 求め て P/B を計算 し 各元
素 の 濃度 を 半定量的 に 比較す る 。 分析時間 は 前 も っ
て 25秒 ご と に 300秒間 ま で上記元素 に つ き P/B 比 を
求め時間に よ る 変化 よ り ， 最 も 安定 し た 時 間 の 100
秒間 を用い た 。 主 に 血小板の頼粒 と 巨核球の頼粒の
分析 を 行なった 。
2 ） 走査型分析電顕の EDS に よ る 定量分析
X-650 に よ り STEM 装置に特製の試料 ホ ル ダー を
用 い て加速電圧40kV， 試料電流 2nA 分析時間100秒
で， EDS (Kevex 7000 ） 分析 を 行 な う 。 Na, Mg, 
Al, Si ,  P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn の K a­
線 と Ba の L αー線の P/B 比 を 求め た 。 標準試料 と
し て polyvinylpyrolidone(PVP)-K30 の 20 %溶液に
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上記元素 を 含む NaCl や MgC12 等 の化合物 を 溶か
し た 液 の 新鮮凍結乾燥超 薄切 片 を 作 製 し 各元素の
P/B 比 を 求め た 。 パー ソ ナル コ ン ビ ュ ー タ ー （ PC-
8801 ） に よ り定量化の フ。 ロ グラム を 作り， 組織切片
分析結果の P/B 比 よ り濃度 を計算 し ， mM/kg 湿重
量で表 し た 11
） 。
3 ） 分析電子顕微鏡 （ 1 20kV TEM と EDS ） に よ
る 半定量分析
さ ら に 雨蛙 （ Hyla arborea japonica ） の 背部皮膚
の新鮮凍結乾燥超薄切片 では， lOOOkV電顕 に て 観察
し た 後， 透過型分析電子顕微鏡 ( 120kV ） に よ り加速
電圧60kV で EDS 分 析 を 行なった 。 こ の加 速電圧 を
用 い た の は ヒ ト の 血 小 板 の 新鮮伸展標本 を 用 い て
dense bodies の分析に， 加速電圧 を 20-lOOkV ま で変
代 き せマ グネ シ ウ ム の ピー ク と パッ ク グラウ ン ドの
カ ウ ン ト の比 （ P/B ） 比 を 求め， 加速電圧60kVが最
も 高 い値が得 ら れ た こ と に よ る 。 こ れ は 主 に 雨蛙の
背部皮 膚 の 出 来 る だ け 広 い 範囲 を 観察 し ， メ ラニ ン
頼粒 と 海綿層 に あ る 高密度の頼粒 と を 透過像 と EDC
分析に よ り比較す る こ と と ， メ ラニ ン 頼粒内微小部
位に よ る 差 を 調べ る こ と が 目 的 であ る 。
結果 と 考察
新鮮凍結乾燥超薄切片 の電顕観察 に お い て 200kV
の加速電圧 では通常 の加速電圧の電顕観察 に 比べ て
切片の移動やめ く れが非常 に 少 な い 。 し か し 観察中，
特に 高倍率では 上記の変化が完全に 無 く な る ま でに
長 い 時聞の電子線照射が必要 で、あ る が， lOOOkVでの
観察では上記の変化 は 非常 に 少 なし 低倍率の 広 い
範囲 の観察， 高倍率の観察 お よ び写真撮影が可能で、
あり， 目 的 と す る 微細構造 の 組織内 での位置 の確認
が容易 であ る 。
ヒ ト 血小板の伸展標本， ラ ッ ト 骨髄新鮮凍結乾燥
超薄切片の 巨核球， 悶蛙背部皮膚新鮮凍結乾燥超薄
切片の電子顕微鏡像 を 図 1 ' 3 ' 4 に 示す。 図 2 は
ヒ ト 血小板 dense body の EDS 分析の ス ペ ク ト ル
で燐 と カル シ ウ ム に 高 い ピ ー ク がみ ら れ る 。
ヒ ト と 動 物 の 血 小板の dense bodies と サルの ひ
臓 と ラ ッ ト の骨髄の新鮮凍結乾燥超薄切片 に よ る 巨
核球の 高密度頼粒に検出 さ れ た 燐， マ グ ネ シ ウ ム，
カルシ ウ ム の元素に よ り 4 種類に 分類 し そ の頻度 を
比較す る と （ 表 1 ' 2 ） ， 燐 が 多 く 含 ま れ る こ と は 共
通 で あ る が， ヒ ト と サルでは カ ル シ ウ ム が， 他の動
物 では マ グネ シ ウ ム が主であ る こ と が， 巨核球の段
階か ら 既に 定 ま って い る と 考 え ら れ る 。
Table 1.  Phosphorus, calcium and magnesium in platelet dense bodies 
percentage of dense bodies ( % ) 
animal species platelets dense bodies 
(number) P P & Mg P, Mg & Ca P & Ca 
human (5) 49 。 4 96 ���＝；a irus (I) 24 。 17 75 
17 4 1  1 2  5 1  34 3 
mouse (6) 18 lll 22 50 23 5 
guinea pig (4) 12 96 5 51 32 12 
cat (5) 9 64 25 22 19 34 
Table 2. Phosphorus, calcium and magnesium in platelet dense 
bodies and megakaryocyte dense granules 
animal species 
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Macaca irus (!) 
platelets (9) 69 7 22 70 
megakaryocytes (6) 198 11 19 65 
rats (6) 
plateleta (17) 41 12 51 34 
megakaryocytes I 5 84 7 50 37 
megakaryocytes 1-3 30 10 70 20 
megakaryocytes 4 & 5 54 6 39 46 
雨蛙背部皮膚 の メ ラニ ン 頼粒 と カ ル シ ウ ム頼粒の
X-650 と EDS (Kev ex-7000 ） に よ る 定量的 X－線微
小部分析の結果 を 表 3 に 示す。 メ ラニ ン 頼粒に は マ
Table 3. Element concentration in treefrog skin. Quantitative Eds on fresh 
frozen dried cryo田ctions (160nm) 
(mM/Kg wet weight) 
site of analysis element 
(number) Na Mg P S Cl K Ca Fe Zn 
melanin granules 26.4 124 9 
(30) 
76.89.5 37.0 89.7 96.6 1.3 27.2 
calcium granules 9.9 28.4 233.9 0.4 19.6 22.0 511 .3 2.2 4.2 
(IO) 
ネ シ ウ ム ， カ ル シ ウ ム， 亜鉛等の金属元素が含 ま れ
る が， カ ル シ ウ ム頼粒は特に 大量の燐 と カ ル シ ウ ム
が存在す る こ と が明 ら か であ る 。 メ ラニ ン 頼粒 内 の
元素の組成 を 中 心部 と 周 辺 と で比較す る と ， ほ と ん
ど差が見 ら れ な い （ 図 4 ） 。
以上， い く つ か の 例 で示 し た よ う に ， 新鮮伸展標
本や新鮮凍結乾燥超薄切片 の よ う な 無処理の標本 を
用 い て， 電子顕微鏡観察 と EDS X－線微小部分析 に
よ り， い ろ い ろ な 細 胞 でナ ト リ ウ ム か ら ウラ ン ま で
の元素 を 検 出 す る こ と がで き ， 半定量法に よ り各元
素 の 濃度 を 比較す る こ と が可能 で、あ る 。 さ ら に 定量
的分析法に よ り微細構造に お け る 元素組成 を 知 る こ
と がで き る 。 こ の 方法 を 用 い て い く つ か の 元素 では
そ の機能 を 推察す る こ と も 可能 で、あ る 。 近年， 電子
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エ ネ ル ギー損失分光法 （EELS ） と 組み合わすこ と に
よ り ナ ト リ ウ ム よ り も 軽 い 元素の検出や， カ ル シ ウ
ム 等 の 元素 の 高 感 度 の 定量 分 析 が行 な わ れつ つ あ
る 6 ）。
図 の 説 明
図 1 . ヒ ト 血液血小板の新鮮伸展標本． 普通の透過
型電子顕微鏡 に よ る 観察． 加 速電圧， 50kV. db: 
db: dense bodies, ag ： α 頼粒， vc： 空胞， fp： 微
細粒子 を持つ小体が区別 き れ る 。 矢 印 は 細 胞 の
辺縁 を指す。 bar = lµm 
図 2 . ヒ ト 血小板 dense bodies の EDS ス ペ ク ト ル．
燐 と カ ル シ ウ ム に 高 い ピー ク が見 ら れ， 硫黄，
カ リ ウ ム に 中等度の ピー ク が見 ら れ， ナ ト リ ウ
ム と ク ロ ー ルは 血 し ょ う か ら の も の と 考 え ら れ
る 。
図 3 . ラ ッ ト 骨髄の新鮮凍結乾燥超薄切片 の 巨核球．
200kV電顕 に よ る 観察． 複雑 な輪郭 を持つ 大 き
な核（ N ） と 広 い 細 胞質 に は 周 辺部 に 高密度の果
粒 （ 矢 印 ） と 多数の低密度 の頼粒 ( lg ）が見 ら れ る 。
bar = lµm 
図 4 . 雨蛙背部皮膚 の新鮮凍結乾燥超薄切片. 1000 
W電顕 に よ る 観察． 真皮海綿層 （SS ） の表皮近
く に 虹色素 胞 (IP ） ， 黒色素胞 （ MP ） があ り ， ち
密層 （SC） に 接 し て 黒色素胞 （MP） と 高密度頼
粒 （ カ ル シ ウ ム 果粒 ） （ 矢印 ） の帯が並ん で い る 。
bar = lµm 
図 5 . 黒色素胞 （ melanophores ） の頼粒の中心 と 周
辺部で検出 さ れ た 元素 の 比較。 ほ と ん ど差が無
い こ と に 注意。
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